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はしがき
学習･記憶の神経機構の解明は行動生理学･神経生物学の中心課題の1つである｡最近､晴乳類､
鳥類､軟体動物などにおいて､学習･記憶に一酸化窒素伽o)を介した細胞間のシグナル伝達が重
要な役割を果すことが報告されている｡しかし､その仕組みを個体レベルでの行動と直接結びつけ
′
て解明する試みはほとんど行われていない｡そこで本研究では､昆虫を材料として､長期記憶の形
成にNOが果す役割の全容を明らかにすることを目的とした｡
研究には主にフタホシコオロギを用いた｡私の先行研究により､コオロギでは1回の喚覚学習訓
練(匂いと報酬の対呈示)により学習が成立するが､その記憶は数時間しか保持されないこと､一
万､ 4回の学習訓練を行うと､学習後少なくとも4日間は保持される長期記憶が成立すること､さ
らに4回訓練による長期記憶の形成はタンパク合成阻害剤(シクロ-キシミド)の投与により阻害
されることが明らかになっていた｡
初年度(平成1 5年度)は､ NO合成阻害剤(L-NA肥) , NO除去剤(PTIO) , cGⅦ〕合成阻害剤
(ODQ)を頭部に投与したコオロギに4回の学習訓練を行ったところ､学習後2､ 3時間までの短期
記憶は正常であったが､長期記憶の形成は阻害されることがわかった00 L-NAMEによる長期記憶形
成阻害は､ NO発生剤(SNAP, PTIO)を同時に投与すると起こらず､また､ OIX=こよる長期記憶形成
阻害は､膜透過型cGMPを同時投与すると起こらなかっ7㌔一方､ NO発生剤や透過型cGMPを投与し
たコオロギでは､ 1回の学習訓練でも長期記憶が成立した｡このような長期記憶の誘導効果は､ PKA
(cAMP依存性タンパクキナ一明阻害剤であるKT5720やタンパク合成阻害剤の同時投与により阻
害された｡この結果から､ NOによりcGMPを合成する系(NO-cGMPシグナル伝達系)が､ PKAおよび
タンパク合成系を介して､長期記憶形成を誘導することが示唆された0
そこで次年度(平成1 6年度)には､ cGMP合成からcAMP合成に至るシグナル伝達経路について
調べた｡ CNGチャネル(環状ヌクレオチド依存性陽イオンチャネル)の阻害剤またはカルモジュリ
ン阻害剤を投与したコオロギに4回の学習訓練を行ったところ､短期記憶は正常であったが､長期
記憶の成立は阻害された｡膜透過型のcGMPを投与したコオロギに1回の学習訓練を行うと長期記憶
が誘導されたが､同時にCNGチャネル阻害剤やカルモジュリン阻害剤を投与すると､長期記憶は誘
導されなかった｡一方､膜透過型のcAMPを投与したコオロギに1回の学習訓練を行うと長期記憶が
誘導されたが､同時にCNGチャネル阻害剤やカルモジュリン阻害剤を投与した場合にも､長期記憶
は誘導された｡
これらの結果から､ NO-cGMP系とcA肝-PKA系の間をCNGチャネルおよびカルシウム-カルモジュ
リン系が､介在していることが初めて示唆された｡すなわち､ cGMPによりCNGチャネルが静性化さ
れてカルシウムイオンが細胞内に流入し､カルモジュリンの活性化､さらにアデニル酸シクラーゼ
の活性化を経てcAMPの合成に至る､というシグナル伝達経路の存在が示唆された｡
一方､最近ドイツのミュラーにより､ミツバチのPKAは少量のcAMPの存在下ではcGMPによって
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活性化されうることが示唆された｡これをもとに､ NO-cGMP系とcAMP系は並列経路をなし､ 2つの
経路がPKAで収欽することで相乗効果を発揮し､長期記憶の成立に至る､という仮説が提唱された.
この説は､ NOICGMPシグナル伝達系とcAMPシグナル伝達系は直列的に配置されているとの私の説と
真っ向から対立するものである｡
そこで最終年度(平成1 7年度)には､コオロギにおいてcGMPがcAMP経路を介さす直接PKAに
′
作用する経路が存在するかを明らかにするため､少量(0. 05nAt)のDAICAMPび戴菱過型cAMP)の存
在下での1回訓練と4回訓練による長期記憶誘導効果を､ lmMのDDA(cA肝合成酵素の阻害剤)下で
比較した｡これまでの私の研究により､ cG肝は1回の訓練では発生しないが､ 4回の訓練では発生
することが示唆されている｡そこでもL cGMPが直接PKAを活性化できるなら､ 4回訓練では1回訓
練よりも高いレづ/レの長期記憶が成立すると予想される｡しかし実際には､両者の間で長期記憶の
レベルには有意な差は観察されなかった｡この結果は､他の種々の実験結果と合わせて､匂い学習
の際にはcGMPはPKAとは別のコンパートメントで発生するため､ cGMPは直接PKAに作用できない
ことを示唆している｡
上記のような成果は､動物の長期記憶に関わるシグナル伝達経路の全容を､初めて明らかにした
ものであり､国際学会での発表や論文発表を通し､国際的にも高い評価を得ている｡
しかし､今後に残された課題もある｡ 1つは､ CagedNOの光角綱だ法を用いて､脳のどの領域にNO
が発生することで､長期記憶の誘導が起こるのかを検討したが､明確な結論を得るには至らなかっ
た｡これについては実験上の幾つかの問題点を克服するため､コオロギだけではなくゴキブリを材
料として研究をさらに継続していきたい｡
また､ RNA干渉法による一酸化窒素合成酵素遺伝子の発現阻害により､長期記憶の阻害が起こる
かを調べる実験を進めてきた｡しかし､現在のところ､明確な結論は得られていない｡これも今後
の課題である｡
これらの研究を進めていく過程において､昆虫においてコンテキスト依存性の喚覚学習が成立す
ること､昆虫の喚覚学習にはオクトパミン作動生の報酬系とドーパミン作動性の罰系が関わること､
昆虫でもパブロフの犬のような唾液分泌の条件付けがおこること､昆虫の触角感覚系の神経構築が
明らかになるなど､昆虫の学習･記憶とそのメカニズムの解明､および昆虫の脳の基本構築の解明
において､極めて有意義な発見が多々あった｡
これらの研究成果は各種学会で報告するとともに､一部は原著論文として既に発表し､残りは､
現在､原著論文として取りまとめ中である｡
終わりに､本研究を行うにあたりご支援をいただいた各位に感謝の意を表する｡
平成1 8年5月
東北大学大学院生命科学研究科
助教授　水波誠
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